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論 文 の 内 容 の 要 旨
（目的）
　転写因子 GATA2 は GATA転写因子群の一つで、哺乳類のさまざまな組織（神経、造血組織、心血管系、
泌尿器、聴器など）で発現しており、各組織の発生や形態形成、細胞の分化・増殖において重要な役割を担っ
ている。中枢神経系では中脳や脊髄で発現しているが、中脳における GATA2 の発現調節機構は明らかにさ
れていない。本研究では、遺伝子改変マウスを用いて、中脳における転写因子 GATA2 の発現制御機構を個
体レベルで明らかにすることを目的とした。
（対象と方法）
1．中脳における GATA2 発現様式の解析
　Gata2遺伝子発現の検出には、緑色蛍光タンパク質（Green Fluorescent Protein: GFP）遺伝子を Gata2遺伝
子座に挿入した Gata2-GFPノックインマウス（EII-KI）を用いた。GFP発現は蛍光顕微鏡観察および抗 GFP
抗体を用いた免疫組織染色により検出した。Gata3遺伝子発現は、LacZ遺伝子を Gata3遺伝子座に挿入した
Gata3-LacZノックインマウス（G3-KI）を用いて、X-gal染色により検出した。セロトニン産生神経細胞は、
免疫蛍光染色により同定した。RT-PCRにより中脳での Gata2および Gata3遺伝子発現を確認した。
2．中脳における Gata2 遺伝子発現制御領域の同定
　マイクロインジェクション法によりトランスジェニックマウスを作製し、Gata2遺伝子発現の制御領域の
同定を試みた。Gata2遺伝子には 2つの第 1エクソン（IS、IG）が存在するが、神経組織で使用される ISエ
クソンの上流域7.0 kbp、3.1 kbp および0.6 kbp を GFP遺伝子に連結したトランスジーン構築3種類を用いた。
さらに、上流 3.0 kbp および 1.9 kbp に種間で相同性の高い 2つの領域（5H、2H:ともに約 0.4 kbp）が存在
することを見いだし、それぞれを 0.6ISGFPに連結した構築の解析も行った。2H領域に対する GATA2 の役
割については、神経芽細胞腫由来の C1300 細胞株を用いてルシフェラーゼレポーター解析を行った。
3．Gata2 遺伝子発現に対する GATA2 の必要性の解析
　Gata2遺伝子ノックアウトマウスの胎児中脳における GFPトランスシーンの発現を解析することにより、
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Gata2遺伝子発現における GATA2 の必要性の有無を検討した。
（結果）
1．EII-KIマウスの GFP発現解析を行ったところ、Gata2遺伝子は中脳において胎生 9.5 日頃から発現し、終
生発現し続けることが示された。また、RT-PCR解析により、Gata2遺伝子が脳において中脳特異的に発現
していることを確認した。さらに、中脳では、GATA2 と GATA3 が異なる神経細胞で発現していることを明
らかにした。中脳において、GATA2 発現細胞は上丘、下丘、背側縫線核の領域に限局して分布していたが、
セロトニン産生細胞との一致は背側縫線核の一部でのみ認められた。
2．トランスジェニックマウスを用いた GFPトランスシーンの発現解析の結果、ISエクソンの上流 3.1 kbp
から 0.6 kbp の間に Gata2遺伝子の中脳特異的制御領域が存在することが示された。この領域内には種間で
相同性の高い 2つの領域（5H、2H）が存在していた。そこで、5Hおよび 2H領域の活性を GFPトランスジェ
ニックマウス法により解析したところ、5H領域は中脳のうち上丘、下丘ともに活性を示したが、2H領域は
下丘での活性は認められず、上丘のみで活性が認められた。 C1300 細胞株への一過性遺伝子導入によるル
シフェラーゼレポーター解析を行ったところ、2H領域は GATA2 によって著明に活性化されることが示され
た。
3．Gata2 ノックアウトマウスにおける GFPトランスジーンの発現を調べたところ、脊髄では発現を認めた
ものの、中脳では消失していた。一方、GFPトランスジーンの発現は Gata3遺伝子の有無による影響を受け
なかった。
（考察）
　Gata2遺伝子が脳において中脳上丘および下丘特異的に発現していることを明らかにした。この中脳特異
的な発現には、Gata2遺伝子の ISエクソン上流に存在する 5H領域と 2H領域が独立して機能していること
を示した。 2H領域は上丘のみで Gata2遺伝子エンハンサーとして機能していたことから、中脳の領域特異
的な制御機構の存在が示唆された。また、5H領域と 2H領域は、ともに GATA2 により活性化されることを
マウス遺伝学手法によって示した。この絡果から、中脳での Gsta2遺伝子発現は GATA2 自身による positive 
feedback機構によって制御されていることが明らかとなった。
審 査 の 結 果 の 要 旨
1． 中脳における GATA2 の発現制御が GATA2 による自己制御を受けていることを明らかに示した貴重な研
究成果であると評価できる。 GATA2 発現の開始に関わる GATA2 以外の因子の同定や、中脳における
GATA2 発現の機能的意義に関する研究に今後発展させることを期待する。
2． GATA2 の発現と GATA3 発現の中脳における細胞の構成や機能との関係などについて、今後さらに明ら
かにすることが望まれる。
3． 精力的に膨大な分子生物学的実験を行っており、実験結果の考察態度や発表態度も科学的で好感がもて
るものであった。
　よって、著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
